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® Miw^ ,0l0fl , i5Ch hQ Tl\ 6,,te alpha ' und beta-lnterferone, DNA-Sequenzen, die fur diese Interferone codieren 
Mikroorganlsmen, die diese genetlsche Information enthaiten, und Verf ahren zu ihrer HersteHung 

@ Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Herstel- 
lung von Mikroorganismen. die die genetische Information 
zur Biosynthese von Interferonen des Typs a oder Typs 0 in 
gentechnologisch entsprechend konstruierten Plasmiden 
tragen und dadurch die grundlegende Voraussetzung fur 
ein mikrobielles Verfahren zur Synthese dieser Interferone 
darsteilen. 
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Mikrobiologisch hergestellte K~ und fi-Interferone, DNA- 
5 Sequenzen, die fiir diese Interferone codieren, Mikro- . 
organi»»«n, die diese genetische Information enthalten, 
und Verfahren zu ihrer Her stel lung 



Aus der Llteratur sind drei Typen von Humaninterferonen bekannt, 
nSLmlich Leukocyten-Interf eron (Interf eron-K, Kur2bezeichnung: 

10IFN-K), ribroblasten-Interferon ( Inter feron-B, Kurzbezeichnung: 
IFN-B) uni Irauninterferon (Interf eron-y , Kur2bezeichnung: 
IFN-y ) (*l«he W. £• Stewart II "The Interferon System", Sprin- 
ger-Verlag vien-New York, 2. Auflage (1981)) • Menschliche Leu- 
kocyten otmr menschliche myeloblastoide Zellen, welche mit Vi- 

15 rus stlaullart sind, produzieren Leukocy ten-Inter feron, mensch- 
liche fibroblasten, welche mit Virus Oder einer geeigneten Nu- 
klein»ljr« induziert sind, Fibroblasten-Interferon und mensch- 
liche T-Ly»pbocyten, welche mit Mitogen, z.B. Concanavalin, 
induzl«rt tlnd, Immuninterferon. 

20 Auflerdea lit bekannt, daB menschliche Zellen des B-Lymphocyten- 
Typs, wt# • beispielsweise durch die Zellinien NC-37, Namalwa, 
Akuba oi«r PTH1 1788 reprSsentiert werden, nach Stimulation 
. durch Virut qleichzeitig Leukocyten-Interf eron und Fibroblasten- 
Interftron produzieren (siehe Journal of General Virology 3Z, 

25 51-59 M*77)). Hierbei k6nnen die MengenverhSltnisse an produ- 
ziertM irN-^und IFN-B durch die Wahl der Induktionsbedingungen 
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jvariiert werden (siehe Journal of Interferon Research 2, im 
bruck (1982)). Beispielsweise erh&lt man aus mlt Sendaivirus 
induzierten Zellen verschiedener Zellinien folgende Mengenver- 
Mltnisse an IFN-H und IFN-fl: 



5 




Prozent Interferon-Aktivitat, neutralisiert 




Zellinie 


durch spezlfische Antlseren gegen 






IFN-K 


IFN-fl 


IFN-K + IFN-B 




Namalwa 


52 


34 


>98 




NC-37 


40 


52 


>97 


10 


Akuba 


85 


27 


>98 




RPMI 1788 


68 


29 


>98 



Desweiteren brachte molekulares Klonieren von IFN-K -Genen aus 
Leukocyten (siehe Nature 284 , 316-320 (1980); Science 209 , 
1343-1347 (1980) und EP-A1-0,032.134) und aus myeloblastoiden 

15 Zellen (siehe Nature 287, 411-416 (1980), ibid 290, 20-26 (1981) 
und GB-A-2.079.291) das Ergebnis, daB IFN-K durch eine Genfa- 
milie codiert vird, welche aus mindestens 10 voneinander unte$- 
scheidbaren Genen besteht, was wiederum zur Folge hat, daB die 
Genprodukte dieser DNA-Sequenzen kein einheitliches Protein dar- 

20^stellen? das heiflt, daB IFN-K eine Mischung aus einander Shn- 
!lichen Proteinen darstellt. Diese Subtypen wurden als IFN-K 
.1,2,3 .... (siehe Nature 28*7 , 401-408 (1980) und Gene 15, 379- 

>94 (1981)) oder LeIFN A,B, C (siehe Nature 290 , 20-26 

.(1981) in der Literatur bezeichnet. 

25 iDemgegenflber vurde f flr IFN-fl eine einheitliche DNA-Sequenz ge- 
jfundenr das heiBt, fdr Fibroblasteninterferon codiert nur ein 
Binzelgen, und es sind daher auch keine Subtypen bekannt (siehe 
Hature 285, 542-547 (1980)). 
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Obwohl, anders als innerhalb der IFN- K -Genfamilie, zwischen 
IFN- K-Genen und dem IFN-B-Gen keine Kreuzhybridisierung statt- 
findet, veisen die Sequenzen etwa 45 % Homologie auf (siehe 
Nature 285 , 547-549 (1980)). Hierbei 1st der IMngste Seguenzab- 
5schnitt, bei welchem vollstSndige Homologie zwischen den (5 von 
7) funktionellen IFN-K-Genen und dem IFN-B-Gen besteht, 13 Nu- 
cleotide lang. Dieses Tridekanukleotid ist literaturbekannt 
(siehe Eur. J. Cell. Biol 25, 8-9 (1981)). Die dieses Trideka- 
nukleotid enthaltenden IFN-tf-Gene sind LeIFN B,C,D,F,G; in 
10:LeIFN A und H sind nur 12 der 13 Nukleotide vorhanden (siehe 
Nature 222' 20-26 (1981)). 

Die Herstellung der Interf erone des Typs ft und des Typs B ISBt 
sich tiberraschenderweise nun dadurch verbessern, daB man aus 
einem in an sich bekannter Weise erhaltenen Gemisch von Bak- 
15terien, die verschiedenste rekombinante DNA-Molektile enthalten, 
mit Hilfe dieses Tridekanukleotids durch Koloniehybridisierung 
diejenigen identif iziert, die die Information fiir Interferon 
tragen, wobei IFN- K - und IFN-B-Sequenzen in demselben Arbeits- 
gang gewonnen werden. 

20Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die gleichzeitige Iso- 
lierung von Mikroorganismen und deren in iiblicher Weise erhiilt- 
lichen Mutanten, die die genetische Information ftir die Inter- 
ferone des Typs ft oder des Typs 6 tragen und somit die grundle- 
gende Voraussetzung ftlr die Produktion dieser Interferone dar- 

25 stellen: 

Zur Erreichung des erf indungsgemMBen Zieles kann man beispiels- 
veise in folgender Weise verfahren: 

Auswahl einer geeigneten Zellinie, die nach Induktion, z.B. nach 
Sendaivirusinduktion, sowohl IFN- 6( als auch IFN-B produziert. 
30 Als menschliche Zellen des B-Lyraphocyten-Typs kommen beispiels- 
veise die Zellinien Namalwa, NC-37, Akuba Oder RPMI 1788 in Be- 
tracht, vorzugsweise jedoch die Zellinie Namalwa. 
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pie ausgewahlten Zellen werden zweckmaBigerweise zum Zeitpunkt 
naximaler IFN-mRNA-Synthese denaturiert, zweckmaBigerweise 
6-12 Stunden, vorzugsweise jedoch 9 Stunden, nach der Virusin- 
duktion. Nach Abtrennen der Zellkerne wlrd aus dem Zellcyto- 
5 plasma die RNA durch Phenolextraktlon und Alkoholfallung ge- 
xeinigt, nachfolgend durch Oligo (dT)-Zellulose-Chromatographie 
die Poly (A) RNA isoliert und diese durch Gradientenzentrifu- 
gation im Hinblick auf inter feronspezifische Sequenzen ange- 
reichert {siehe linke Spalte der Figur 1 ) . 

10Die so gereinigte Poly(A) + RNA wird als Matrize zur Herstellung 
von einzelstrangiger cDNA mittels des Enzyms Reverse Transkrip- 
tase verwendet. Der zu diesem Einzel-DNA-Strang komplementSre 
zweite DNA-Strang wird mittels DNA-Polymerase I synthesiert. Die 
cDNA-Synthese und die Synthese des komplementaren zweiten DNA- 

15stranges erfolgt in einer Losung, welche die Deoxynucleosidtri- 
phosphate des Adenosins, Thymidins, Guanosins und Cytidins ent- 
halt. Die erhaltene doppelstrangige cDNA-Mischung wird an- 
schlieflend an beiden Strangenden durch das Enzym S1 Nuklease so 
modifiziert, daB Qberhangende Einzelstrangregionen entfernt 

20 werden, und jene doppelstrangigen DNA-MolekQle mittels Gradien- 
ten-Zentrifugation isoliert, welche mindestens 600 Basenpaare* 
aufweisen. Die so erhaltene cDNA-Ml schung wird mittels des En- 
zyms Terminale Transferase durch Oligodeoxycytidin-Anlagerung 
am 3'-£nde beider Strange urn etwa 15 Nukleotlde verlangert, wo- 

25teit ein Bestandteil der Synthese rekombinater Molektile fertig- 
gestellt 1st (siehe linke Spalte der Figur 1). 

Als zweite Komponente wird ein zirkulares doppelstrangiges Plas- 
aid, vorzugsweise aus Escherichia coli stammend, z.B. Esche- 
richia coli Plasmid pBR322, mittels Restriktionsendonuklease 

30p st I linearisiert und analog der cDNA-Mischung durch Anlagerung 
von Oligodeoxyguanidin an die 3'-Enden des Molekuls so modifi- 
ziert, daB Oberhangende Oligodeoxyguanidinenden entstehen. Diese 
Enden kBnnen mit den freien Oligodeoxycytidinenden der cDNA- 
MolekGle stabile DNA Doppelstrang-Regionen bilden (siehe rechte 

35 Spalte der Figur 1 ) . 



Mlt den so hergestellten Hybridplasiniden, z.B. aus pBR322 und 
cDNA, wird ein Mikroorganismus als Wirt, z.B. Escherichia coli 

|HB 101 , transformiert, in dem die Replikation und Expression 

jdieser DNA erfolgt. 

i 

5 Aus den so hergestellten Klonen werden nun diejenigen, welche 

fttr IFN-H Oder far IFN-B spezifische Sequenzen enthalten, durch 

Koloniehybridisierung nachgewiesen. Als Probe dient radioaktiv 

jmarkierte cDNA, welche durch reverse Transkription von IFN-mRNA- 

hSltiger RNA, mit dem fttr Interferonsequenzen spezifischen Tri- 

10 xiekanukleotid 5 • dCCTTCTGGAACTG3 1 als Primer, synthetisiert wird, 

Hierzu wird das Tridekanukleotid radioaktiv am Ende markiert, 

32 

vorzugsweise mit ^ - P-ATP und T4-Polynukleotid-Kinase. Die 
Herstellung des Iniationskomplexes fiir die Reverse-Transkrip- 
tase-Reaktion mit einem UberschuB des markierten Tridekanukleo- 

15 tids und Poly{A) + RNA aus Sendaivirus-induzierten 2ellen erfolgt 
•analog den vorstehend beschriebenen Bedingungen (siehe Figur 2) . 
Eine so hergestellte cDNA tragt also nur dann eine radioaktive 
Markierung, wenn der Initiationskomplex filr die Reverse Trans- 
kriptase-Reaktion rait dem Tridekanukleotid stattgefunden hat, 

20 da ja die Markierung ausschliefllich in diesem Segment enthalten 
ist. Hierdurch wird erf indungsgemafl eine hohe Selektivltat fUr 
das Erkennen der DNA mit einer zum Tridekanukleotid komplemen- 
taren DHA-Sequenz und damit f Or * - und B-Interf eron-DNA gewShr- 
leistet. Das Sichtbarmachen jener transformierten Bakterienko- 

25 lonien, welche Hybridplasmide mit zum eingesetzten Tridekanu- 
kleotid komplementaren DNA-Sequenzen enthalten, erfolgt durch 
Autoradiographic (siehe Figur 3). Auf diese Weise wurden von 
etwa 13000 transformierten Bakterienklonen 190 Klone isoliert, 
welche mit der durch das Tridekanukleotid initiierten cDNA ein 

30 positives Signal ergaben, das heiBt, etwa 1 % aller Klone der 
tSenbank enthalten die spezifische Sequenz dCCTTCTGGAACTG . 
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;Der Nachveis der interferonspezifischen Nukleinsfiuresequenzen 
in den rekombinanten DNA-MolekQlen erfolgt durch RNA-Transfer- 
iHybridiaierung, Hybrid! solierung, Restriktionskartierung und 
jNukleinsaureseguenzierung. Der biologische Hachveis der gebil- 
5 deten Interferonpolypeptide erfolgt durch Bestimmung der anti- 
■viralen Aktivitat, die Bestlmmung des Interferontyps durch 

.iimnunologische Methoden. ! 

* 

ttfe auf dlese Weise isolierten Inter ferongene k8nnen dann in 
Bakterien, aber auch in anderen Organismen, wie z.B. Hefe, zur 
10 ;Expression gebracht verden, wobei durch Vorschalten eines Pro- 
jnotors in Kombination mit einer Ribosomenbindungsseguenz Werte 
bis zuid etwa 10 4 -fachen der Spontanexpression erzielt werden 
kOnnen. 

Durch die vorliegende Erfindung 1st es somit erstmals gelungen, 
15 durch die Wahl von Zellen des B-Lymphocyten-Typs als Ausgangs- 
material zur Isolierung der erforderlichen RNA und unter Ver- 
wendung eines interferonspezifischen Oligonukleotids als Primer 
ffir die als Hybridisierungsprobe verwendete cDNA das erfindungs- 
gemafie Ziel zu erreichen, zwei verwandte Genklassen, nSmlich * 
20 die 2 Genklassen IFN-Jt und IFN-fl, in einem Arbeit sgang zu iso- \ 
lieren und hierauf ihre Verwendbarkeit fQr die Produktion von 
ilnterferonen zu zeigen. 

I 

;Die nachfolgenden Beispiele sollen die Erfindung n3her er- 
ISutern: ; 
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; Bel spiel A 

..Auswahl einer geeigneten Zellinie zur Produktion von Poly(A) + RNAl 
welche humane IFN-K und IFN-8-mRNA enthait: 

jVerschiedene humane Zellinien wurden mit Sendaivirus zur Inter- 
5'feronproduktion nach literaturbekannten Verfahren induziert und \ 
Jaus den ZellttberstSnden nach 24 - 48 Sjbunden der Gehalt an 
•iPN-K und IFN-B durch Neutralisation mit typspezifischen Anti- 
seren bestimmt. Die gefundenen MengenverhSltnisse zwischen 
IFN-K und IFN-B in einigen der getesteten Zellinien sind in der 
10,Tabelle auf Seite 2 zusammengestellt. Dabei zeigt sich, dafi Na- 
malwa Zellen z.B. etwas mehr als 50 % IFN-K und bis zu etwa 50 % 
IFN-6 nach Sendaivirus Induktion produzieren. 

Der Neutralisationstest wurde wie folgt durchgef tihrt : 

OngefShr 10 Interf eron-Einheiten aus den Oberstanden der mit 
15 Sendaivirus induzierten Zellkulturen wurden 60 - 90 Minuten bei 
37°C inkubiert mit: 

1. Antiserum gegen IFN-lt; endgQltige VerdQnnung 1:100; (erhal- 
ten von Research Resources Branch, National Institutes of 
Allergy and Infections Diseases, Bethesda Md, USA) . 

20 2. Antiserum gegen Human B-IFN; endgilltige Verdiinnung 1:300; 

(erhalten von Dr. Y. H. Tan, University of Calgary, Canada). 

;3. Mischung aus 1. und 2. 

Nach der Inkubation wurde die Rest-Interferonaktivitat im Plague- 
reduktionstest (siehe Journal of Interferon Research 2, im Druck 
25 (1982)) bestimmt. 
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Bglgglgl B 

Berstellung von Poly(A) + RNA, welche menschliche IFN-<und ifn-bJ 
mRNA enth«lt f aus Sendai virus induzierten Namalwazellen j 

iZflcbtung der Namalwazellen und Induktion alt Sendaivirus erfolg- ; 
5 te nach literaturbekannten Methoden {siehe Methods in Etymo- 
logy, Vol 78A, pp. 69-75 (1981), Academic Press, New York). Der 
Zeitpunkt der mRNA Praparation wurde mit 9 Stunden (6-12 stun- = 
den) nach der Induktion mit Sendaivirus gewahlt, da nach diesem \ 
Intervall der Anteil an interferonspezifischer mRNA ein Maximum i 
10 erreicht. 

2 

Die Zellen wurden 20 Minuten bei 1000 g abzentrif ugiert , einmal 
in NP-40-Puffer (0,14 M NaCI, 1,5 aM MgClj, 10 mM Tris-HCl, 
PH 7,4) gewaschen und in NP 40-Puffer mit 0,5 % des nicht 
ionischen Detergens NP-40 (Shell) und 2 mg/ml Bentonit resus- 
? pendiert. Nach 5 Minuten im Eisbad wurden die Zellkeme durch 
Zentrifugation wie oben pelletiert, die (RNA-haitige) cytoplas- 
aatische Fraktion (uberstand) wurde nach Zugabe von 2 % SDS, , 

mM EDTA und 50 mM Tris-HCl, pH 9, 3 x mit Phenol-Chloroform 
und 1 x mit Chloroform extrahiert und die RNA anschlieBend 
20alkoholgefailt. Poly(A) + RNA wurde nach literaturbekannter Me- 
thode (Proc. Natl. Acad. Sci DSA, 69, 1408-1412 (1972)) durch 
Pligo-(dT)-Zellulose-Chromatographie gereinigt und durch Zentri- i 
fugation in einem 5-20 % Saccharosegradienten in 10 mM Natrium- I 
acetatpuffer, pH 5,5, 1 mM EDTA (20 Stunden bei 25000 u/min mit ? 
25ein« spinco SH 27-Rotor) der MolekOlgroBe nach aufgetrennt und ! 
JMolekule der GrSBenordnung zwischen 6 s (Sedimentationsein- ! 
iheiten) und 18S (der Einfachheit halber -12S-RNA" genannt) ge- ! 
saamelt (siehe linke Seite der Figur 1). " 
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•Der Gehalt an Interferon-spezifischer mRNA (IFN-fc und IFN-B- 
a*NA) vurde durch Mikroinjektion von "1 2S-RNA" in xenopus 
laevi.-Oocyten (siehe J. Embryol. and Exper. Morph. 20, 401-414 
(1968)) und Messen der Interferonaktivitat i» Oocytentiberstand 
5 bestlmmt. Dabei ergab 1 ng injlzierter "12S-RNA" einen mittleren 
interferontlter von etva 1000 Intemationalen Interferonein- 
'heiten (I.E. ) bezogen auf den Interferonstandard 69/19: 



10 



Mange "12S--Poly(A) + RNA 
aus Sendaivirus-indu- 
2ierten Namalwazellen 


Einheiten 
Interferon 
pro ml Oocyten- 
tiberstand 


Prozent Interferon- 
aJctivitat neutral i- 
siert durch Anti- 
seren gegen: 


IFN-* 


IFN-lt + IFN-B 


1 pg 


1 000 


80 


>98 



1 5 Etwa SO % dieser Aktivitat war also durch Antiserum gegen K-Typ 
Interferon neutralisierbar, wMhrend die gesamte Aktivitat nur . 
durch ein Geinisch aus Anti-* und Anti-B-Interferon-Antiserum 
neutralisierbar war. 



Belsoiel C 

20jHerstellunq elner N» malwa-cDNA-KloT,K;mV 

Die Poly(A) + RNA, welche eine MolekttlgroBe zvischen 6-1 8S besitzt 
|C12S-RNA-) (siehe Beispiel B) vurde als Matrize zur Herstellung 
Von einzelstrangiger cDNA verwendet, wobei 40 pg/ml Poly(A) + KHA 
in 50 «M Tris-HCl, pH 8,3, 10 wH MgClj, 100 mM KC1, 1 mM dNTPs, 
25 D, 4 mM DTT, 4 bH Na-Pyrophosphat , 20 pg/ml OligotdTK ( PL - 
IBiocheaicals) , 25 ng/»l Actinonycin D mit 100 Einheiten/ml AMV 
reverse Transkriptase (Dr. j. Beard, Life Sciences, Inc. 
115095 49 street, South, St. Petersburg, Florida 33707, USA) 
45 Minuten bei 44-45°c inkubiert wurden. AnschlieBend wurde der 
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KNA-Anteil des KNA-DNA-Hybrides durch einsttindige Inkubation In 
0,3 M NaOH bei SO°C entfernt, danach die ein2elstrSngige cDNA 
neutralisiert und HthanolgefSllt. 

Der turn Ein2el-DNA-Strang komplementHre zweite DNA-Strang wurde 
5 unter folgenden Bedingungen synthetisiert: 30 jig/ml einzelstrSn- 
gige cDNA wurden in 0,12 M Kaliumphosphatpuf fer, pH 6,9, 10 mM 
MgCl 2# 10 mM DTT, 1 mM dNTPs mit 300 Einhei ten/ml DNA Polyme- 
rase I (Boehringer Mannheim) 6 Stunden bei 15°C inkubiert, dann 
phenol ex trahiert und Sthanolgefailt. 

10 Die so bergestellte doppelstrSngige cDNA-Mischung wurde an den 
belden Strangenden derart modifiziert, dafi uberhSngende Einzel- 
strangregionen entfemt wurden, Dazu wurde die DNA in 0,3 M 
KaCl, 30 mM Natriumacetat , pH 4,5, 1 mM ZnCl 2 mit 1250 Einheiten/ 
«J Sl-Nuklease (Miles Laboratories) 30 Minuten bei 37°C inku- 

15 ti«rt, hierauf wurde phenolextrahiert und Sthanolgefailt. Die 
•o htrgestellte "blunt ended" doppelstrangige cDNA wurde auf 
elrea 5-20 % Saccharosegradienten in 10 mM Natriumacetatpuf fer, 
pfl 5.5, 1 mM EDTA, aufgetrennt und jene Fraktionen isoliert, 
velche eine LSnge von mindestens 600 Basenpaaren aufwiesen. * 

20 Von dieser cDNA-Mischung wurden 0,5 pg durch Oligodeoxycytidin- 
Anl»9ening am 3'Ende beider Strange, durch Inkubation in 140 mM 
Falluacacodylat, pH 6,9, 30 mM Tris-HCl, pH 6,9, 2 mM CoCl 2 , 
0.1 m* DTT, 0,1 mg/ml BSA, 5 pM dCTP mit 500 Einheiten/ml 
Termlnaler Transferase, 4 Minuten bei 37°C, urn etwa 15 Nukleo- 

25 tide veriangert. Mit diesem Schritt ist die cDNA-Mischung , als 
•1» *t»tandteil der rekcmbinanten Molekttle, fertiggestellt 
ft USe llnke Seite Pig. 1). 

Kl i svelte Kotnponente wurde das Escherichia coli-Plasmid 
pAi)2j # ein zirkulSres doppelstrflngiges DNA Molekfll, herange- 
30 io?ea. tin Aliquot von 2 pg pBR322 wurde durch die Restrik- 
tlooaendonuklease Pst I linearisiert und in Shnlicher Weise 
wle die cDNA-Mischung durch Anlagerung von Oligodeox yguanidin 
an die 3* Enden des Molektils derart modifiziert, daS ttberh&n- 
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•gende Oligodeoxyguanidinenden erzeugt wurden (rechte Seite der : 
:Figur 1). Diese Oligodeoxyguanidinenden kSnnen mittels Basen- 
Jpaarung mit den freien Oligodeoxycytidinenden der cDNA Molekule | 
stabile DMA Doppelstrang-Regionen erzeugen. Dazii werden die 
5 beiden Komponenten dieser Reaktion in 0,1 M NaCl, 1 mM BDTA, 
?OjM Tris-BCl, pH 8, 10 Minuten bei 65°C, dann 2,5 Stunden bei ; 
|45 C, dann ttber Nacht bei 37°C inkubiert. 

Tnnrch diese Methode wird die Pst I Restriktionsendonuklease- 
Spaltstelle regeneriert und kann in der Folge bentltzt werden, 
10;um die cDNA-Inserte aus dem Vektorhybrid herauszuschneiden. 

Die nach dieser Methode hergestellten Bybridplasmide aus pBR322 
und Namalwa-cDNA wurden zur Transformation von Escherichia coli 
HB 101 nach literaturbekannter Methode (Proc. Natl. Acad. Sci, 
DSA 69, 2110-2114 (1972)) verwendet. Mit dieser Methode wurden 
15 30 OOO Klone transformierter E.coli Zellen erhalten und einzeln 
in Mikrotiterplatten aufgeteilt. 



Beispiel D 

l 

Berstellung einer beziiglich IFN-K und IFN-B-DNA Sequenzen 
) jspezifischen Bybridisierungsprobe unter Benutzung eines synthe- 
20 frischen Trldekanukleotids 5 ' dCCTTCTGGAACTG3 ' 

iDie dieser Erfindung zugrunde liegende Selektionsmethode fQr 
jtransformierte E.coli Klone, welche Interferonsequenzen enthal- 
jten, basiert auf der Verwendung eines eynthetischen Tridekanu- 
^ jkleotids mit der Seguenz: 5 ' dCCTTCTGGAACTG3 1 . Diese Seguenz 

25 'stellt das langste, nicht unterbrochene DNA Segment dar, in 
welchem Bomologie zwischen den aeisten IPN-IC Genen und dem 
IFN-B Gen vorliegt. Die Synthese des Trldekanukleotids wurde 
.bereits beschrieben. Das Tridekanukleotid wurde in 50 mM Tris- 
|BC1, pH 7,5, 10 mM MgCl 2 , 5 mM DTT, 0,1 mM Spermidin, 1 uM 32 p- 

30 Y-ATP mit 60 Einheiten/ml T4-Polynukleotidkinase (Bethesda 
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Reserach Laboratories) 30 Mlnuten bei 37°C zu einer spezifischen ' 
Aktivitat von etwa 500 Ci/mMol am 5' Ende des Molekttls markiert. 

Dieses endmarkierte Tridekanukleotid wurde als Primer far (ein- 
zelstrlngige) cDNA-Synthese vervendet, wobei als Matri2e Poly- 
5j(A) RKA aus Sendaivirus-induzierten Namalwazellen (aiehe Bei- 
*piel B) diente. Die Reaktion wurde bei einem 5-10 fachen mo- 
.laren OberschuB von Primer gegenuber RNA in 50 mM Tris-HCl, 
jpH-8,3, 60 mM KCl, 5 mM DTT, 50 jig/ml Actinomycin D, 4 mM MgClj, ' 
A mM Natriumpyrophosphat, 0,5 «M dNTPs mit 100 Einheiten/ml AMV : 

10 Reverse Transkriptase 90 Minuten bei 37°C durchgefQhrt. Nach 
iEntfernung des BNA-Anteiles des KNA-DNA-Hybrides durch einstttn- 
dige Inkubation in 0,3 M NaOH bei 50°C und anschlieBende Neu- 
tralisation mit 0,3 M EssigsSure 1st die cDNA als Hybridisie- 
rungsprobe verwendbar, Eine schematische Darstellung dieses Ver- 

15 fahrens ist in Figur 2 wiedergegeben. Eine so hergestellte cDNA 
trSgt demnach die radioaktive Markierung nur in Molekttlen, die 
vom interferonspezifischen Tridekanukleotid als Primer ausgehend 
synthetisiert worden sind und 2eigt somit eine hohe SpezifitSt 
far das Erkennen von Interferon-DNA-Sequenzen in Hybridisie- 

20 rungen. » 



25 



^Beispiel E 

Kolonie hybridislerung mit Tridekanukleotld-geprimter cDNA 



;Die hier dargestellte Methode dient der Erkennung jener trans- 
foxmierten Bakterienklone , velcbe Hybridplasmide mit zum Tride- 
kanukleotid komplementaren DNA Sequenzen enthalten. Dazu wurden 
Zellen von einzelnen geklonten Trans forman ten auf 22 x 15 cm 
INitrozelluloBefilter (PorengrBfie 0,45 jam, Millipore oder 
Schleicher * Schuell) transferiert, zu einer Koloniegr5Be von 
.2 mn Durchmesser auf den Piltern gezQchtet und nach literatur- 
30 jbekannter Methode far die Koloniehybridislerung vorbereitet 
: (Proc. Natl. Acad. Sci USA 72, 3961-3965 (1975) und Analytical 
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'Biochemistry 98, 60-63 (1979)). Die Nukleinsaurehybridisierung 
pmit endmarkierter cDNA (siehe Beispiel D) wurde in SO % Form- 
amid, 4 x SET (1 x SET « 0,15 M NaCl, 5 mM EDTA, 50 mM Tris-HCl, 
ipH 8), 1 x Denhardt's Lttsung (0,02 % BSA, 0,02 1% Ficoll, 0,02 % 
5 Polyvinylpyrrolidone 0,5 rog/ml denaturierter und gescherter 
jLachsaperma DNA, 0,1 % Natriumpyrophosphat und 0,1 % SDS fiir 
|48 Stunden bei 37°C durchgefiihrt . Die Filter vurden hierauf in 
.einer LGeung bestehend aus 50 % Formamid und 0,2 x SSC (1 x 
\SSC - 0,15 M NaCl, 0,015 M Natriumcitrat) bei 20-25°C mehrere 

-|Q;Stund«n (6-8 Stunden) gewaschen und dann roit einer LSsung aus 
J 1 x SSC gespQlt. Die Filter wurden bei 20-25°C getrocknet und 
,bel -70°C nit einem RSntgenfilm (Kodak XR) exponiert. Die Figur 
3 zeigt cln typisches Ergebnis eines derartigen Versuches: Auf 
der abgebildeten FISche wurden 1536 Bakterienkolonien geziichtet 

15 und durch Koloniehybridisierung gescreent. Der Pfeil zeigt auf 
ein Beispiel eines trans fonnierten Bakterienklons, dessen Hy- 
bridpl***id-DNA mit der radioaktiven Probe ein Signal ergibt. 
Insgeaaat warden durch Screenen von etwa 13000 transformierten 
Bakterienkolonien 190 Klone isoliert, welche mit der durch das 

20 Tridekenukleotid initiierten cDNA aus Sendaivirus-induzierten 

Namalvaiellen ein positives Signal ergaben; sie wurden auf 2 » 
Mikrotlter-platten CP1 und P2) gesammelt. Demnach enthielten 
etwa 1 I eller Klone der Klonbank die spezifische Sequenz 
IdCCTTCTCCAACTC^ 

25 : Beleplel r 

: Analyse der Sequenzkomplexitat der mit Tridekanukleotid-geprim- : 
^ ter cn<A hytrldlsierenden Klone 

I 

Um die Ansehl der Klone mit verschiedener Sequenz (Sequenzkom- 
plexltlt) in den 190 Tridekanukleotid-positiven Klonen (siehe 
30 Beieplel £) festzustellen, wurden von verschiedenen Klonen die 
.cDNA-Xneerte durch Pst I-Verdauung (siehe Beispiel C) , Elektro- 
phoreee in 0,8 % Agarosegelen und Elution der gewflnschten Bande 
(durch Au»»cheiden des die Bande beinhaltenden Gelsttickchens 
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jund elektrophoretische Elution der DNA aus der Agarose in einen 
jDialysenschlauch) isoliert und nach literaturbekannter Methode 
jdurch Nick-Translation nit 32 p markiert (J. Mol. Biol. 113, 
1237-251 (1977)). Abdrucke der Tridekaimkleotid-positiven Klone 
5!(Mikrotiterplatten P1 und P2) und einer willkOriich ausgewShlten 
jMikrotiterplatte (E52) wurden auf Nitrozellulosef liter trans- 
jferiert, aufgezuchtet, fttr Koloniehybridisierung vorbereitet 
;(siehe Beispiel E) und mit den verschiedenen 32 P-markierten 
jeDNA-lnserten hybridisiert. Die Hybridisierungen wurden durch- 
lOpeftthrt vie in Beispiel E beschrieben, nur daB in die Hybridi- 
isierungslOsung auch 50 jig/ml poly(D) und 10 pg/ml Poly (I): 
poly (C) zugegeben wurden und die Filter nach der Hybridisie- 
irung in 50 % Formamid und 1 x SSC gewaschen wurden. Die Figur 4 
zeigt das Ergebnis eines solchen Experiments mit den Inserten 

15 der Klone P1H1 und P2H10 als Probe. (P1H1 ist der Klon mit der 
Position H1 auf der Mikrotiterplatte P1. P2H10 hat die Position 
H10 auf der Mikrotiterplatte P2.) Es zeigte sich, daB Klon P1B1 
mit mehr als 90 % aller Tridekanukleotid-positiven Klone der 
Plat ten P1 und P2, wie auch mit einigen Klonen der Platte E52 

20 hybridisiert (Figur 4, Teil A). Die Identitat vieler dieser, 
klonierten Seguenzen wurde sp3ter durch Restriktionsanalyse lys- 
Btatigt. Klon P2H10 hybridisierte auBer mit sich selbst auch 
mit den Klonen der Positionen 1C12, 1F12, E52E1 (Figur 4, Teil 
p) . Klone P1A6 und P2B10 wurden auch auf diese Weise analysiert 

25^nd hybridisierten jeweils nur mit sich selbst (dieses Ergebnis 
wird in Figur 4 nicht gezeigt) . Aus diesen Resultaten konnte 
nbgeleitet werden, dafi in der Sammlung der 190 Tridekanukleotid- 
|>ositiven Klone vermutlich weniger als 10 qualitativ verschie- 
gene Seguenzen vbrhanden sind, wobei P1H1 , P2B10, P1A6 und P2B10 

30 per solcher verschiedener Sequenzen darstellen. 
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Beispicl G 

RNA-Tran.f.r-Bybridlsierungen 

Dm herauszufinden, ob ein bestimmter Tridekanukleotid-positiver 
Bakterienklon Interferonseguenzen enthalten k6nnte, wurde ge- 
5-testet, ob .eine Plasmid-DNA mit einer in Namalwazellen durch 
Sendaiviru. lnduzierten mRNA hybridisiert . Dazu wurde Poly (A) + - 
jRNA von induzierten und nicht induzierten Namalwazellen analog 
<3er in B«l spiel B angegebenen Weise isoliert, durch Inkubatlon 
eine Stand. bei 50°C in 1 M Glyoxal, 50 % DMSO, 10 mM Natrium- 

lOpboaphatpuffer, P H 7 denaturiert , auf einem 1,4 % Agarosegel 
«ufgetr.nnt. nach literaturbekannter Methode (Proc. Nat. Acad. 
Sci. usa 72. 5201-5205 (1980)) auf Nitrozellulosefilter trans- 
feriert end alt durch Nick-Translation 32 P-markierter (siehe 
Beispi.i F) Plasmid-DNA hybridisiert. Plasmid-DNA, die von einem 

15 induzl.rt.r. Gen abstammt, wird in dieser Versuchsanordnung nur 
iait RNA aut lnduzierten Zellen hybrid! sieren, nicht aber mit 
RNA au. unlnduzierten Zellen. Figur 5 zeigt die Autoradiographie 
eine. .olch.n Experiments: induzierte RNA ("i") i St jeweils in 
der ltnk.n Spalte eines Paares, nicht-induzierte RNA ("n") in 

20 <Jer recht.n Spalte. Die zur Hybridisierung ver*endeten Plasmid- 
DNA. .tn<J riHI (A), P1F12 (B,D) , P2H10 (C) , P1A6 (E) , P2B10 (F) . 
Von den g.t.iteten Plasmiden hybridisierten P1F12, P2H10 und 
P1A6 nur .it RNA aus induzierten Zellen, wahrend P1H1 und P2B10 
auch »n WA aus nicht induzierten Zellen ein Signal ergaben. 

25Die Hol.kolgroSe der mit P1F12 und P2H10 hybridisierenden RNA 
liegt b.1 n-125, die Grofie der mit P1A6 hybridisierenden RNA 
bei 12- MS. Clese MolektilgroBen sind far IFN-B bzw. IFN-K-mRNA 
;liter.turt«.k.nnt. Die Plasmide P1F12, P2H10 und P1A6 wurden da- 
her vit.r unt.rsucht, urn ihren Gehalt an Interferon-DNA-Se- 

30quenj.n .ir i.utig f estzustellen. 
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■ Bei spiel H 



Biologischer Nachweis von Interferonaktivitat in den Transla- 
tionspro dukten hybrid-isolierter RNA : 

;Ein auf biologischer Testung basierender Nachweis, ob ein be- 
5.stiimntes Hybridplasmid Interferon-DNA-Sequenzen enthait Oder 
.nicht, wurde fur die Plasmide P1F12, P2H10,' P1H1 und P2B10 
rdurchgefflhrt. Das Prinzip dieses Nachweises 1st folgendermaflen: 
die zu testende Plasmid-DNA wird auf einem Nitrozellulosefilter 
fixiert + und hierauf unter Hybridisierungsbedingungen mit 
10. Poly (A) RNA aus induzierten Namalwazellen (siehe Beispiel B) 
inkubiert. Enthalt die gebundene DNA Interferonsecuenzen, so 
wird Inter feron-mRNA damit hybridisieren. Die nicht hybridi- 
sierte RNA wird in der Folge weggewaschen, die hybridisierte 
RNA von der DNA herabgeschmolzen und in Xenopus laevis-Oocyteri 
15 injiziert. Oocyten konnen injizierte mRNA in Proteine iiber- 
setzen (siehe Beispiel B) . Handelt es sich bei der hybridisier- 
ten mRNA uin Interf eron-nRNA, so wird in den Oocyten Interf eron- 
Protein entstehen, dessen antivirale Eigenschaften 1m Plaque- 
reduktionstest (siehe Beispiel A) nachgewiesen werden konnen. » 
20 la Detail wurde dieser Versuch so durchgeftthrt: 10 ^g lineari- 
sierte Plasmid-DNA wurden in 200 pi 0,5 N NaOH denaturiert, mit 
,200 /il 0,5 N Essigsaure + 20 x SET (Zusammensetzung von SET 
j siehe Beispiel E) neutralisiert und durch Filtration auf 0 
i 2,5 cm Nitrozellulosefilter gebunden. Die Filter wurden bei 
25 Zimmertemperatur getrocknet, 2 Stunden bei 80°C gebacken und 
;dann eine Stunde bei 53°C Oder auch bei 37°C in 50 % Formamid, 
;20 mM PIPES , P H 6,5, 0,4 M Nad, 5 mM EDTA, 10 % Dextransulfat, 
M % SDS, 20 jig/ml E.coli tRNA, 50 yug/ml Poly(A) prahybridisiert 
;und ia selben Puffer nach Zugabe von 14-40 pg induzierter Na- 
30 malwa Poly(A) + RNA 5 Stunden lang hybridisiert. Hierauf wurden 
die Filter 3 x 20 Minuten bei 25°C in 0,2 - 1 x SET, 0,2 % SDS, 
1 % Dextransulfat, 5 pg/ml tRNA, dann 2 x 10 Minuten bei 25°C 
In 2 m» EDTA, pH 8,0, 0,2 % SDS, 1 % Dextransulfat, 5 ng/ml tRNA, 
dann 1 x 5 Minuten bei 60°C in 2 mM EDTA, pH 8,0, 0,2 % SDS, 
35 5 pg/ml tRNA gewaschen. Die hybridisierte RNA wurde 4 Minuten 
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! 
i 

I 

I 

;b«i 1O0°C in 1 ml H 2 0 + 10 fig tRNA eluiert. Nach Chromatographic 
;auf einer Oligo (dT)-Zellulose SMule (siehe Beispiel B) wurde die 
|RNA Sthanolgefailt, in 5 pi H 2 0 aufgenommen und in Xenopus 
jlaevis-Oocyten injiziert. Die Oocytentlberstande wurden nach 
5 zweitagiger Inkubation bei Zimmertemperatur abgenommen und in 
Plaquereduktionstest auf Interferonaktivitat getestet. 

i 
i 

•Das Ergebnis brachte eine Bestatigung der von den RNA-Transfer- 
iHybridisierungen (Beispiel G) nahegeiegten Vermutung, namlich 
jdaB Klone P1F12 und P2H10, nicht aber die Klone P1H1 und P2B10 
lOjlnterferon-DNA-Inserte trugen. Durch Neutralisation der erhal- 
;tenen Interferonaktivitat mit spezifischen Antiseren gegen 
;IFN-* Oder IFN-B (siehe Beispiel A) konnte gezeigt werden, dafl 
tea sich bei den Inserten der Klone P1F12 und P2H10 um IFN-B-DNA- 
ISequenzen handelte. 





Interferonaktivitat 


Prozent Neutralisation 


Klon 


(Einheiten/ml 


durch Antiserum gegen 




Oocy tentlbers tand ) 


I FN- ft IFN-B 


P1F12 


~ 50 


98 


P2H10 


/V 50 


98 


P1H1 


< 2 




P2B10 


<2 





15 



20 



Beispiel I 



Restrlktions - und Seouenzanalyse der Klone von IFN-S-Typ 

Die cDNA-Inserte der Klone P1F12 und P2H10 wurden mit Hilfe 
25 von Restriktionsendonukleasen untersucht, wobei das Vorhanden- 
sein und, im gegebenen Fall, die Positionen der Spaltstellen 
;der Enzyme Bam HI, Bgl II, Eco RI, Hin dill, Pst I und Pvu II 
ermlttelt wurden. Ein Vergleich der Restriktionskarten von 
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P1F12 und P2H10 mit dem literaturbekannten Gen fur IFN-B (Gene 
10, 11-15 (1980)) 1st in der Figur 6 wiedergegeben: Alle drei 
Klone werden von Pvu II, Pst I und Bgl II ^geschnitten, wobei die 
Entfernungen zwischen den einzelnen Spaltstelleh far jeden Klon 
5dieselben sind. Zura letzten Beweis ftir die Identitst der Inserts 
der Klone P1P12 und P2H10 mit dem IFN-B-Gen wurden nach der Me- 
thode von Maxam und Gilbert (Proc. Nat. Acad. Sci USA 74, 560- 
564 (1977)) Telle ihrer DNA-Sequenzen ("rechts" (3') der Pvu II- 
tmd Bgl II-Schnittstellen) ermittelt und mit der publizierten 
10 IPN-B-Seguenz verglichen. Die Sequenzen von P1F12 und P2H10 zei- 
gen vollstandige Ubereinstimraung mit dem IFN-B-Gen; sie sind in 
Figur 7 dargestellt. 

Beide Klone haben am 5'Ende nlcht die vollstandige IFN-B- Sequenz, 
es fehlen ihnen etwa 60 Nukleotide der fur reifes Protein co- 

15 dierenden Region. Am 3'-Ende 1st P1F12 vollstandig, auch P2H10 
enthalt die gesamte 3 '-Region von IFN-fl-cDNA inklusive der von 
Poly(A)RNA herstammenden Poly (dA) -Sequenzen. P2H10 erstreckt sich 
jedoch noch betrSchtlich (1400 Basenpaare) welter: 3' vora." 
Poly(dA) llegt ein Bereich mit der Sequenz Oligo(dC), gefolgt 

20 von einer Sequenz unbekannten Ursprungs; DNA-Sequenzanalyse ver- 
schiedener Abschnitte dieser zusatzlichen Region von P2H10 ergab 
keine Bomologie mit dem IFN-B-Gen. Es zeigte sich welters, dafl 
die mit Klon P2B10 kreuzhybridisierenden Klone P1C12 und E52E1 
(beschrieben in Beispiel F) mit eben dieser zusHtzlichen Region 

25 von P2H10 hybridisieren und nicht mit dem IFN-B-Anteil. 

Beispiel J 

Analyse des IFN-ft -Typ Klons P1A6 

Der Klon P1A6 hybridisiert mit virus-induzierter Namalwa-RNA in 
der Region von 12-14S (beschrieben in Beispiel G) . Er enthalt 
30 ein cDNA-lnsert von etwa 900 Basenpaaren, das, wie Restriktions- 
analyse ergab, keine Spaltstellen fflr die Enzyme Bam HI, Bgl II, 
Eco RI, Hin dill, Pst I und Pvu II aufweist (siehe Figur 6). 
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Der Beweis dafur, daB Klon P1A6 IFN- < -Sequenzen beinhaltet, 
wurde wieder durch DNA-Seguenzanalyse erbracht: die Sequenz des 
cDNA-Inserts von P1A6 wurde von den das Insert begrenzenden 
Pst I-Spaltstellen nach innen ermittelt (siehe Pigur 8) und mit 
5 den von Goeddel et al. (Nature 290, 20-26 (1981)) beschriebenen 
IFN- * -seguenzen verglichen. Es zeigte sich, daB Klon P1A6 eine 
urn 49 Basenpaare ktlrzere Variante von LelFN C darstellt. Das 
Vorhandensein von Poly (A) -Sequenz en am 3'-Ende yon P1A6 weist 
darauf hin, daB Klon P1A6 von einer kurzeren mRNA abstammt als 
10 der publizierte Klon LelFN C. Die fur LelFN C-Protein codierende 
Region 1st jedoch vollstandig vorhanden. 



Beispiel K 

Identifika tlon und Analyse elnes welteren IFN-tf-Typ Klons M*7i 

Klon P1A6 war der einzige IFN- «-Typ-Klon, der aus der Kollek- 
15tion der 190 Trldekanukleotid-positiven Klone (siehe Beispiel E) 
identifiziert werden konnte. Urn weitere IFN- K -Typ-Klone zu er- 
mitteln, wurden 1800 Klone der ursprunglichen cDNA-Klonbank 
(Beispiel C) durch Koloniehybridisierung (wie in Beispiel F be- 
schrieben) mit dem cDNA-Insert des Klons P1A6 hybridisiert. Ein 
20veiterer IFN- K-Klon (Klon 1F7) wurde auf dlese Weise gefunden. 
fcestriktionsanalyse und teilweise DNA-Sequenzierung des cDNA 
Inserts von 1F7 ergaben, daB es sich bei 1F7 urn eine urn 175 
iBasenpaare langere Variante des Klontyps LelFN A (Goeddel et al., 
siehe oben) handelt. 1F7 enthalt wie LelFN A je 2 Spaltstellen 
5,Tur die Enzyme Bgl II und Pvu II (Figur 6) ; die ermittelten DNA- 
Beguenzen am 5'- und am 3'-Ende des Inserts sind in Figur 8 an- 
Igegeben. 

Desweiteren wurden Telle der DNA-Sequenz des IFN-«-Typ Klons 
(1F7) nach der Dideoxy-Methode (siehe Messing et al. in Nuc. 
^Acid. Res. 9, 309 (1981) und Gardner, R.c. et al. in Nuc. Acid. 
Res. 9, 2871 (1981)) mit einem Universal-Primer analysiert. Fiir 
die Positionen 120 bis 327 wurde folgende Teilsequenz gefunden: 
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[ CCTGGCACAGATGAGGAGAATCTCTCTTTTCTCCTGCTTGAAGGACAGACG 

: TGACTTTGGATTTCCCCAGGAGGAGTTTGGCAACCAGTTCCAA 
TCCCTGTCCTCCATGAGATGATCCAGCA^TCTTCAATCTCTTCA 
TCATCTGCT GCTTGGG AT GAGACCCTCCTAGACAAATTCTA . . . . . . 

5;im Vergleich zu der literaturbekannten Sequenz des IFN-*A Typs 
(siehe D.V, Goeddel et al. in Nature 290, 20 (1981)) weist die 
neue DNA-Sequenz des IFN-K-Typ Klons (1F7) iro Bereich der Nu- 
cleotide Nr. 120-327 folgende Dnterschiede auf : 
In Position 137 und 170 wurde jeweils das Nukleotid A durch G 
10, ersetzt. 



Beispiel L 

Interferonaktivitat in Lysaten von E.coli HB101, transformiert 
mit dem hybriden Plasmid 1F7 

Lysate von mit P1A6 Oder 1F7 trans formier ten Bakterienkulturen 
15 wurden auf ihren Gehalt an biologisch aktivem Interferon unter- 
sucht. Dazu wurden 100 ml Bakterienkultur in L-Broth-Medium 
zu einer optischen Dichte von 0,6-0,8 geztfchtet, durch Zentri- 
fugation 10 Minuten bei 7000 U/min pelletiert, 1 x in 50 mM 
iTris-HCl, pH 8, 30 mM NaCl gewaschen und schlieBlich in 1,5 ml 
2Qdesselben Puffers suspendiert. Nach Inkubation mit 1 mg/ml 
Lysozym 30 Minuten auf Eis wurden die Bakterien 5 x gefroren 
und getaut und hierauf die Zellbruchstiicke durch Zentrifugation 
eine Stunde bei 40O0O U/min entfernt. Der Ober stand wurde 
:steril filtriert und im Plaquereduktionstest auf Inter feron- 
25,aktivitat getestet. In auf diese Weise gewonnenen Lysaten von 
,Klon 1F7 konnten etwa 500 Einheiten pro ml Interferon nachge- 
wiesen werden; Klon 1A6 ergab in diesem Test keine Aktivitat, 
was vermutlich auf eine andere Orientierung des Inserts ira 
jPlasmidvektor zurttckgefflhrt werden kann. 
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Bei spiel M 



Verbesserung der Expression des von 1F7 codierten Interferon- 

: fc yps 



Om gute Expression eines Genes zu erreichen, miissen auf DNA- 
5 Ebene drei Voraussetzungen erfUllt werden: erstens muB vor dem 
Gen ein Promoter (eine RNA-Polymerase-Bindungsstelle) liegen 
_zweitens muB die abgelesene RNA vor den, Initiationscodon der' 
Translation eine Ribosomenbindungsseguenz (RBS) tragen und 
^drittens muB der Abstand zwischen RBS und Initiationscodon eine 
10geeignete LSnge haben. 

Zur Expression des von 1F7 codierten Interferons wurde als Pro- 
motorsequenz der literaturbekannte Promoter des Tryptophan- 
operons von Serratia marcescens (Nature 276, 684-689 (1978)) ge - 
nommen und als RBS eine literaturbekannte DNA-Sequenz (Proc. 
15Natl. Acad. Sci. USA 78, 5543-5548 (1981)). Zur Ermittlung des 
optimalen Abstandes zwischen der RBS und dem Initiationscodon 
von 1F7 wurde folgende Strategie gewahlt: die 1F7-cDNA-Sequenz 
wurde nit der fur doppelstrMngige DNA spezifischen Exonuklease 
BAL 31 kurz verdaut, wodurch ein Gemisch von Molekiilen verschie- 
20dener Lange erhalten wurde. Diese Molekule wurden hierauf mit 
Hilfe von synthetischen Linker sequenz en in geeigneter Weise in 
«ln "Expressionsplasmid" ligiert, das heiBt, in ein Plasmid, 
das Promoter und RBS enthielt. E.coli HB101 wurde mit diesen 
Plasmiden transformiert und einzelne Trans formanten wurden auf 
O Interferonsproduktlon getestet. 

Im Detail wurde der Versuch folgendermaBen durchgef iihrt : 0,5 - 
1 pg 1F7-Insert wurden in lOO pi 20 mM Tris-HCl, pH 8,1, 0,6 M 
Nad, 12 mM MgCl 2 , 12 mM CaCl.,, 1 mM EDTA 3 min bei 30°C mit 
.0,5 Einheiten BAL-31 (Bethesda Reserach Laboratories) inkubiert. 
W Hierauf wurde die Reaktion durch Zugabe von 300 pi 15 mM EDTA, 
PH 7,8, beendet, es wurde 10 min auf 65°C erwarmt, mit Phenol 
und Ather extrahiert und athanolgefallt. Der Niederschlag wurde 
in 10 pi 70 mM Tris-HCl, pH 7,5, 7 mM MgCl 2 , 1 mM DTT, 0,4 mM 
ATP, zusammen ait 30 - 60 pMol phosphorylierten Hin dlll-Linkern 
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(Bethesda Research Laboratories) aufgenommen und mit 0,5-1 
Einheiten T4-Ligase (Bethesda Research Laboratories) Qber Nacht 
bei 14°c inkubiert. Die Reaktion wurde durch Erhitzen 10 min 
auf 65°C beendet, 2 M NH4-Acetat zugegeben und die Interferon- 
5 gene von nicht ligierten Linkem durch FSllung mit 0,6 Volumen 
Isopropanol gereinigt. Die FSllung wurde in 30 - 50 jil 33 mM 
Tris-Acetat, pH 7,9, 66 mM K-Acetat, 10 mM Mg-Acetat, 100 fig/ml 
BSA gelOst und mit 30 - 50 Einheiten Hin dill 2-3 Stunden 
lang verdaut. Die Reaktion wurde durch Erhitzen 10 min auf 65°C 

10 beendet und nach Zugabe von 2 M NH 4 -Acetat wurden die Inter- 
ferongene mit 0,6 Volumen Isopropanol gefMllt. Der Niederschlag 
wurde in 10 pi 70 mM Tris-HCl, pH 7,5, 7 mM MgCl 2# 1 mM DTT, 
0,5 mM ATP aufgel6st und mit Hilfe von 10~ 2 Einheiten T4-Ligase ' 
mit 0,2 pg Hin dlll-linearisiertem, phosphatasebehandeltem Ex- 

15 pressionsplasmid pER103 ttber Nacht bei 14°C ligiert. pER103 ist 
ein pBR322-Derivat, das die Promotorseguenz des Tryptophan- 
operons von S.marcescens und eine literaturbekannte RBS enthalt 
(siehe oben) ; es kann mit Hin dill in der NShe der RBS lineari- 
siert werden. Die so erhaltenen Plasmide wurden zur Transfor- 

20 mation von E.coli HB 101 verwendet und die Interferonproduktion 
einzelner Transformanten wurde auf die in Beispiel L beschrig- 
bene Weise getestet, Es ergabe sich eine Steigerung der Inter- 
feronexpression bis zum etwa 10 4 -fachen Wert der Spontanex- 
pression. 

25 Die vorstehend erwMhnten Eigenschaften belegen, daB die erfin- 
dungsgemSB hergestellten rekombinanten DNA-Molektile Sequenzen 
enthalten, die ftir K- oder fl-Interferon codieren, wobei anhand 
eines dieser erf indungsgemafl erhaltenen Plasmide die Expression 
von Interferon des Typs K gezeigt wird. 
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iBeispielsweise wurden folgende Mikroorganismen und rekombi- 
mante-DNA-Molekflle bei der Hinterlegungsstelle "Deutsche 
Sanmlung von Mikro-Organismen, GrisebachstraBe 8, 
3400 Gottingen," am 17. Mai 1982 unter den DSM-Nummern 

5 i 2362 (1F7), 2363 (P1A6) , 

2364 (P1F12) und 

2365 (P2H10) 

hinterlegt und sind der tif fentlichkeit gemaB Budapester Vertrag 
zuganglich. 
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Verwendete Begriff e und AbkQrzungen 



(d)A: 

Antiserum: 
ATP: 

Autoradiographic : 



5 



Basenpaar: 
blunt ends: 



10 BSA: 
(d)C: 
cDNA: 

cDNA-Pool : 
codieren: 

15 

DMSO: 
DNA: 

DNA-Sequenz : 

20 

DTT: 
EDTA: 

Elektrophorese; 
25 Expression: 



(Deoxy) Adenosin 

ein Serum, das AntikSrper beinhaltet 
Adenosintriphosphat 

fotographische Methode zum Nachweis von Radio- 
aktivitat 

2 kompleroentSre Nukleotide, z.B. A-T, G-C 

vollstandig basengepaarte Enden eines DNA- 

Doppelstrangmolekttls, zum Dnterschied von 

GberhSngenden Einzelstrang-Enden 

Bovinserumalburain 

(Deoxy) Cytidin 

eine zu RKA komplementSre DNA 

Gemisch aus cDNAs verschiedener Sequenz 

die Information fiir etwas tragen; DNA trSgt in 

der Nukleotidseguenz die Information fxlr die 

AminosSuresequenz eines Proteins 

Dimethylsulfoxid * 

DeoxyribonukleinsSure 

eine lineare Anordnung von Nukleotiden, welche 
durch Phosphodiesterbindungen verknGpft sind. 
Dithiothreitol 

XthylendinitrilotetraessigsSure 

Trennung von (DNA oder BNA-) MoleMlen nach 

MolekaigrBfle im elektrischen Feld 

Omsetzung der Information eines Gens in mRNA 

durch Transkription und in weiterer Folge in 

Polypeptid (Protein) durch Translation 
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Filterhybridi- 
sierung: 

(d)G: 
5 Gen: 



10 



15 



| Genf ami lien: 

Genprodukt: 
■Gradient: 
Homologie (von 
DNA Sequenzen) : 

Hybrid: 



Hybridisierung 
(von Nuklein- 
20 sSuren): 



Hybridisierungs- 
probe: 



25 

Hybridplasmid: 
I: 

30 IFN-B: 

IFN-Y 1 

in vitro: 
Induktion (von 
Interferonpro- 
35 duktion): 



Hybridisierung von Nukleinsauren, wobei ein 
Partner f iltergebunden ist 
(Deoxy) Guanosin 

Abschnitt auf der DNA, der die Information fur 
ein bestimmtes Transkript (RNA-Molekttl) trSgt, 
das in weiterer Folge in ein Protein iibersetzt 
werden kann. 

Familien von Genen, die fflr nahe verwandte Pro- 
dukte (Subtypen) codieren 

RNA (Transkript), Protein (Translationsprodukt) 
siehe Saccharosegradient 

Verwandtschaft zwischen DNA-Seguenzen, die sich 
in einer Shnlichen Nukleotidabfolge zeigt 
stabiler Komplex von zwei zueinander zumindest 
zuro Teil koroplementfiren DNA-Strangen 



Ausbildung von stabilen Komplexen zwischen 
zueinander komplementSren einzelnen DNA- Oder 
RNA-StrSngen 

radioaktiv markierte NukleinsSure, die zur Auf- 
findung von dazu komplementSren Seguenzen dient 
Plasroid, das einen DNA-Abschnitt aus einem 
fremden Organisatus enthSlt 
Inosin 

Leukocyteninterferon 
Pibroblasteninterferon 
Immuni n t er f eron 
im Reaktionsglas 



Stimulation von Zellen zur Synthese von Inter- 
feron durch Behandlung mit Induktoren (Viren, 
doppelstrSngige RNA, Mitogene) 
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Initiationscodon: 



I n 1 t i a t ionskomp lex : 



Insert, cDNA-Insert: 



*lonx 



10 



*lonbank, cDNA-Klonbank : 



Klonieren: 



15 



*o 1 on iehybridi sierung : 



20 ko»pl«»entar: 



Xr^uxhybridisierxing: 

f 

25 llgleren: 

Wkxotlterplatte: 

30 Kitoj«>: 

*o!«kul«res Klonieren: 
•MAi 

35 *»utx«li8atlon: 



Sequenz AUG der mRNA, die den Beginn 
der Translation signalisiert 
Verbindung von Reverser Transkriptase 
nit mRNA und Primer," die den Beginn 
der cDNA-Synthese ermoglicht 
das StQck f render DNA <z.b. eine 
cDNA) , das sich in einem Hybridplas- 
mid bef indet 

Bakterienkolonie, von einem einzelnen 

Bakterium abstammend 

eine Sammlung von Bakterienklonen, 

die alle ein Hybridplasmid mit einem 

cDNA-Insert belnhalten 

das Herstellen von Klonen; zumeist 

verstanden als das Herstellen von 

Klonen, die ein Hybridplasmid bein- 

halten 

Hybridisierung mit filtergebundenen 
denaturierten Bakterienkolonien 
zueinander passend (Nukleotide' in der 
DNA: A 1st komplementSr zu T, G ist 
komplementSr zu C) 
Hybridisierung zwischen nicht iden- 
tischen, aber homologen DNA-Seguenzen 
kovalentes Verknupfen von DNA-Se- 
quenzen mit Hilfe des Enzyms Ligase 
Platte mit 96 Vertiefungen, die durch 
die Koordinanten 1-12 und A-2 charak- ' 
terisiert sind 

Substanz, die Zellen zur Mltose 
(Zellteilung) stimuliert 
slehe Klonieren 

Messenger RNA, ist eine fur Prqteine 
codlerende RNA 

Inaktivierung eines Antigens durch 
AntikSrper 



dNTPs: 
Nukleotide: 
5 Oligonukleotide 
Oligo(C): 
^ilgo (dT) : 

10 

01igo(dT)-2ellulose: 

PIPES : 
Plasmid: 

15 

Poly (A) Oder (dA) : 
Poly (A) + RNA: 

20 

Poly(C) Oder (dC) : 
Poly (I) : 
25 Poly(l) :poly(C): 
Poly (D) : 
Primer: 

30 

Probe: 

ProiBotor: 

UBS: 
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Mlschung der 4 Nukleotide dATP, dTTP, 
dCTG, dGTP 

Bausteine einer DNA Oder RNA; (d)A, 
(d)C, (d)G, (d)T 

wenige roiteinander durch Phosphodiester- 
bindungen verkntlpfte Nukleotide 
Oligomeres vpn C-Resten, durch Phospho- 
diesterbindungen verknQpft 
Oligoroeres von dT-Resten, durch Phos- 
phodiesterbindungen verkntipf t 
an Zellulose gebundene Oligo (dT) -Reste, 
zur Chromatographic von Poly(A) + RNA 
Piperazin-N,N'-bis(2-3thansulfonsSure) 
zirkulMre, extrachromosomale Bakterien- 
DNA, die selbstandig repli2iert 
Polymeres von A- oder dA-Resten, durch 
Phosphodiesterbindungen verkniipf t 
nRNA, welche am 3 f Ende der NukleinsSure- 
sequenz eine homopolymere Region von 
Poly (A) besitzt 

Polymeres von C- oder dC-Resten, durch 
Phosphodiesterbindungen verkntipft 
Polymeres von I-Resten, durch Phospho- 
diesterbindungen verkniipft 
doppelstrfingige NukleinsSure, deren 
Strange Poly(I) und Poly(C) sind 
Polymeres von U-Resten, durch Phospho- 
diesterbindungen verknflpft 
Oligonukleotid, komplementSr zu einem 
Teil eines RNA-Molekflls, von dem aus- 
gehend cDNA-Synthese erfolgt 
siehe Hybridisierungsprobe 
DNA-Sequenz, an die RNA-Polymere bindet 
siehe Ribosomenbindungssequenz 
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irekombinante DNA: 



jReplikation (von DNA) ; 
5 Bestriktionsanalyse: 



IRestriktionsendonu- 
•k±ease: 



10 



iRestriktionskartierung: 
Beverse Transkription: 



15 Ribosomenbindungs- 
sequenz: 

RNA: . 

RNA-Polymerase : 



20 



25 



Saccharosegradient : 
SDS: 

Screening : 
SequenzkomplexitSt: 



Subtypen ; 
30 ;(d)T: 

Transform ant: 



35 



ITransf ormat ion : 
Transkription: 

■Translation: 



DNA-Sequenz, welche aus DNA-Abschnitten ' 
verschiedener Herkunft besteht, die in I 
vitro miteinander verkntipf t worden sind 
Duplizierung eines DNA-Molekaies 
Kartierung eines DNA-Molektils im Hin- 
blick auf Spaltstellen von Restriktions- 
endonukleasen 

Enzym, das bei einer bestimmten DNA-Se- \ 
guenz den DNA-Doppel Strang spaltet 
siehe Restriktionsanalyse 
Herstellung einer cDNA-Kopie mit einem 
RNA-Molektil als Matrize und einem Oligo- 
nukleotid als Primer 

Teil der mRNA, der ans Ribosom bind en 
kann 

RibonukleinsSure 

Enzym, das einen zu DNA komplementaren 

RNA-Strang synthetisieren kann 

Mittel zur Auftrennung eines Gemisches 

von (RNA-)Molektllen nach ihrer GroBe 

Natriumdodecylsulfat 

Durchsuchen im Hinblick auf eine be- 

stimmte Eigenschaft 

ein Wert fttr die Anzahl qualitativ ver- 
schiedener DNA-Sequenzen in einer be- 
stimmten Menge DNA 
siehe Genfamilien 
(Deoxy) Thymidin 

Bakterium, das fremde DNA durch Trans- 
formation erhalten hat 
Einschleusen fremder DNA in Bakterien 
Kopierung von mRNA von einer dazu 
komplementaren DNA-Seguenz 
Dmsetzung der Information von mRNA in 
ein Polypeptid (Translationsprodukt) 
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;TrldekanuJel*ot id : 

fTridekanuk l«ot id- 
•positiv: 
5 Tris: 

iU: 

» 

Tektor: 
jVektorhybrid: 



Oligonukleotid mit 13 Nukleotidbe- 
standteilen 

mlt dem Tridekanukleotid hybridisierend 

Trishydroxymethylaininomethan 
Dridln 

Vehikel zum Einschleusen f reader dna in I 
Bakterien, meist ein Plasmid 
siehe Hybridplasmid 
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Kurze Beschreibung der Illustrationen: 
Fig. 1: 

1st eine schematische Darstellung der Herstellung einer cDNA- 
Klonbank. 

5 Fig. 2: 

Jj>t **** schematische Darstellung der Herstellung einer cdna 
als Hybridisierungsprobe, die bezilglich ihres Gehalts an IFN-ot 
und iFN-fl-spezifischen DNA Sequenzen durch Vervendung eines 
spezifischen Tridekanukleotid-Primers angereichert ist. 

10 Fig. 3; 

zeigt das Ergebnis der Koloniehybridisierung einer Klonbank mit 
Tridekanukleotid-initiierter cDNA aus Namalwazellen. Die Dar- 
stellung zeigt eine Autoradiographie eines Nitrozellulosefilters 
welches 1536 verschiedene Klone tragt. Der Pfeil 2 eigt auf ein ' 
? Beispiel eines Tridekanukleotid-positiven Klons. 

Fig. 4; 

zeigt die Kolonie-Hybridisierungsreaktion von zwei Tridekanu- 
kleotid-positiven Klonen (Klone P1H1 und P2H10) mit der Gesamt- 
heit der 190 Tridekanukleotid-positiven Klone (Mikrotiterplat- 
ten P1 und P2) und einer willkflrlich gewahlten Mikrotiterplatte 
(E52) als Kontrolle. 

Fig. 5; 

*eigt die Autoradiographie einer Filterhybridisierung von 
Poly(A) rna aus induzierten und nicht induzierten Namalwazellen 
mit mehreren Plasmiden. Die virusinduzierte Poly(A) + RNA ("i» in 
der linken Spalte jedes Paares) und die Poly(A) + RNA aus nicht 
induzierten Namalwazellen ("n" in der rechten Spalte jedes 
Paares) vurden durch Elektrophorese nach MolekQlgrofle aufge- 
trennt, bevor der Transfer auf Nitrozellulosef liter, die Hy- 
bridisierung der Filter mit radioaktiv markierter Plasmid-DNA 
und anschlieSende Autoradiographie erfolgten. 



25 
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; Flq. 6: 

zeigt den schematischen Vergleich der Restriktionskarten von 
vier DNA-Inserten aus rekombinanten DNA-Molektilen dieser Er- 
findung. Die DNA-Inserte der Plasmide P1F12 und P2H10 zeigen 
5 dabei Homologie zu IFN-B-DNA Restriktionsmustern, die DNA-In- 
serte der Plasmide P1A6 und 1F7 zeigen Homologie zu zwei unter- 
schiedlichen Subtypen von I FN- K-DNA. 

zeigt Ausschnitte der (identischen) Nukleotidseguenzen von 2 
10 Klonen mit IFN-B-DNA-Spezifitat (Klone P1F12 und P2H10) . 

Fig. 8: 

zeigt die Nukleotidseguen2en der 3' und 5' terminalen Segraente 
von 2 Inserten mit IFN-* -DNA-SpezifitSt (Klone P1A6 und 1F7) . 
Die unterstrichene Seguenz ATG 1st das Initiationscodon fur die 
15 Translation. 
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Patentansprflche 



1. Verfahren zur gleichzeitigen Herstellung der Genprodukte 
zweier Oder mehrerer verwandter, aber nicht notwendigerweise 
miteinander kreuzhybridisierender Gene, dadurch gekennzeich- 
net, dafl man aus cDNA, die mit geeigneter RNA als Matrize 

synthetisiert worden war, eine Klonbank herstellt und daraus 

diejenigen Klone, die die genetische Information fur die Bio- 
synthese der gewiinschten Genprodukte enthalten, unter Ver- 
wendung einer cDNA als Hybridisierungsprobe, die mit einem 
in der Genfamilie konservierten Oligonukleotid als Primer 
synthetisiert worden war, Oder unter Verwendung des Oligo- 
nukleotids selbst als Hybridisierungsprobe identifiziert , den 
ausgewahlten Klon nach ublichen Methoden kultiviert und das 
beim Wachstum erhaltene Genprodukt nach ublichen Methoden 
isoliert. 

2. Verfahren gemaB Anspruch 1 zur gleichzeitigen Herstellung 
der Interferone des Typs ft und Typs B, dadurch gekennzeich- 
net, dafl man aus cDNA, die mit RNA aus induzierten mensch- 
lichen Zellen des B-Lymphocyten-Typs als Matrize syntheti- 
siert worden war, eine Klonbank herstellt und daraus die- 
jenigen Klone, die die genetische Information fur die Bio- 
synthese der Interferone des Typs « Oder des Typs B ent- 
halten, unter Verwendung einer cDNA als Hybridisierungs- 
probe, die mit Interferonseguenzen beinhaltender RNA als 
Matrize und einem interferonspezifischen Oligonukleotid als 
Primer synthetisiert worden war, Oder unter Verwendung des 
Oligonukleotids selbst als Hybridisierungsprobe identifi- 
ziert, den ausgewahlten Klon nach ublichen Methoden kulti- 
viert und das beim Wachstum erhaltene Genprodukt nach Ub- 
lichen Methoden isoliert. 
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3. Verfahren gemaB Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB als 
interferonspezifisches Oligonukleotid das Tridekanukleotid 
5 * dCCTTCTGGAACTG3 1 verwendet wird. 

4. Verfahren gemaB den Anspruchen 2 und 3, dadurch gekennzeich- 

5 net, daB als menschliche Zellen des B-Lymphocyten-Typs 

Zellen der Zelllnle NC-37, Namalwa, Akuba Oder RPMI 1788 
verwendet werden. 

5. Verfahren gemaB den Anspruchen 2 und 3, dadurch gekennzeich- 
net, daB als menschliche Zellen des B-Lymphocyten-Typs Na- 

10 malwa- Zellen verwendet werden. 

6. Verfahren gemaB den Ansprilchen 2 bis 5, dadurch gekennzeich- 
net, daB die fur die Biosynthese von Interferon des Typs « 

codierende DNA-Seguenz die Teilsequenz der Formel 
320, 

CCTGGCACAGATGAGGAGAATCTCTCTTTTCTCCTGCTTGAAGGACAGACG 

15 TGACTTTGGATTTCCCCAGGAGGAGTTTGGCAACCAGTTCCAAAAGGCTGAAACCA 
TCCCTGTCCTCCATGAGATGATCCAGCAGATCOTCAATCTCTTCAGCACAAAGGAC 
TCATCTGCTGCTTGGGATGAGACCCTCCTAGACAAATTCTA 

enthalt. 



20 



25 



7. Mikroorganismus, der die genetische Information fur die 
Biosynthese von Interferon des Typs * oder des Typs B gemaB 
den Anspruchen 2 bis 6 in einem Hybridplasmid enthalt, da- 
durch gekennzeichnet, daB die genetische Information in 
einer DNA-Sequenz enthalten ist, die man durch Herstellung 
einer Klonbank aus cDNA, welche mit RNA aus induzierten 
menschlichen Zellen des B-Lymphocyten-Typs als Matrize syn- 
thetisiert worden war, und anschlieBender Identifizierung 
derjenigen Klone, die die genetische Information filr die 
Biosynthese der Interf erone des Typs * oder des Typs B ent- 
halten, unter Verwendung einer cDNA als Hybridisierungsprobe 
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erhSlt, die alt Interferonsequenzen beinhaltender RNA als 
Matrize und einem interferonspezifischen Oligonukleotld als 
Primer synthetisiert worden war, oder unter Verwendung des 
Oligonukleotids selbst als Hybridisierungsprobe , u„d seine 
5 in iiblicher Weise erhaltlichen Mutanten. 

'8. Mikroorganismus gemafl Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, 

daB der Mikroorganismus Escherichia coli i st , und seine in 
— iiblicher Weise erhaltlichen Mutanten. 

9. Mikroorganismus gemMB den Anspriichen 7 und 8, dadurch ge- 
10 kennzeichnet, daB der Mikroorganismus Escherichia coli stamm 
HB 101 ist, und seine in iiblicher Weise erhaltlichen Mutan- 



10. Mikroorganismus gemafl den Anspriichen 7 - 9, in dem die 

cDNA-Komponente des Hybridplasmids P1A6, 1F7, P1F12 Oder 

15 P2H10 ist, und seine in iiblicher Weise erhSltlichen Mutan- 
ten. 

11. Mikroorganismus gemafl den AnsprUchen 7 - 9, in dem das Hy- 
bridpalsmid P BR322(Pst)PlA6, pBR322 (Pst) 1F7, pBR322(Pst)- 
P1F12 oder pBR322(Pst)P2H10 1st, und seine in iiblicher 

20 Weise erhaltlichen Mutanten. 

12. Mikroorganismus gemafl Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet , 
daB die fur die Biosynthese von Interferon des Typs K 
codierende DNA-Sequenz des Hybridplasmids pBR322 (Pst) 1F7 
die Tells equenz der Formel 

J 20. 

CCTGGCACAGATGAGGAGAATCTCTCTTTTCTCCTGCTTGAAGGACAGACG 

TGACTTTGGATTTCCCCAGGAGGAGTTTGGCAACCAGTTCCAAAAGGCTGAAACCA 

tccctgtcx:tccatgagatgatccagcagatcttcaatctcttcagcacaaaggac 

TCATCTGCTGCTTGGGATGAGACCCTCCTAGACAAATTCTA 

'327* 

enthalt, und seine in iiblicher Weise erhaltlichen Mutanten. 



25 
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13. Hybridplasmid, das die genetische Information filr die Bio- 
synthese von Interferon des Typs K Oder des Typs fi gemaB den 
Ansprtichen 2 bis 6 enthalt, dadurch gekennzeichnet, daB 
die genetische Information in einer DNA-Seguenz enthalten 
ist, die man durch Herstellung einer Klonbank aus cDNA, 
welche mit RNA aus induzierten menschlichen Zellen des 
B-Lymphocyten-Typs als Matrize synthetisiert worden war, 
und anschlieBender Identifizierung derjenigen Klone, die 
— die genetische Information filr die Biosynthese der Inter- 
ferone des Typs < oder des Typs B enthalten, unter Verwen- 
dung einer cDNA als Hybridisierungsprobe erhalt, welche 
mit Interferonsequenzen beinhaltender SNA als Matrize und 
einera interferonspezifischen Oligonukleotid als Primer syn- 
thetisiert worden war, Oder unter Verwendung des Oligo- 
15 nukleotids selbst als Hybridisierungsprobe. 

14. Hybridplasmid gemaB Anspruch 13, in dem die Vektorkompo- 
nente pBR322 ist. 

15. Hybridplasmid geraSB Anspruch 13, in dem die cDNA-Komponente 
P1A6, 1F7, P1F12 Oder P2H10 ist. 

20 16. Hybridplasmid gemaB Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daB 

die fur die Aminosauresequenz von Interferon des Typs ^ 

codierende DNA die Teilseguenz der Formel 
.120. 



25 



. CCTGG CACAGATGAGG AGAATCTCT CTTTTCTC CT GCTTGAAGG AC AGACG 
TGACTTTGGATTTCCCCAGGAGGAGTTTGGCAACC^GTTCCAAAAGGCTGAAACCA 
TCCCTGTCCTCCATGAGATGATCCAGCAGATCTTCAATCTCTTCAGCACAAAGGAC 
TCATCTGCTGCTTGGGATGAGACCCTCCTAGACAAATTCTA 

t 32? 

enthalt. 

17. cDNA, die fur die Aminosauresequenz von Interferon des 

Typs K oder des Typs fl codiert, isoliert aus einem Hybrid- 
30 plasmid gemSfl den Anspruchen 13 - 16. 
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Verfahren zur Herstellung eines Mlkroorganismus gemaB den 
Anspruchen 7 bis 12, dadurch gekennzeichnet , dafl man einen 
Mlkroorganismus, vorzugsweise Escherichia coli, mit einem 
Hybridplasmid gemaB den Anspriichen 13 bis -16 transformiert. 

Verfahren zur Herstellung des Hybridplasmids gemaB den An- 
sprttchen 13 bis 15, dadurch gekennzeichnet, daB man ein 
Plasmid, vorzugsweise Plasmid P BR322,, mit der cDNA gemaB 
Anspruch 17 kombiniert. 

Verfahren zur Herstellung von cDNA gemHB Anspruch 17, da- 
durch gekennzeichnet, daB man aus menschlichen Zellen RNA 
gewinnt, daraus die mRNA isoliert und mittels dieser in an : 
sich bekannter Weise cDNA herstellt. 



Figur 1; - I - 

Menschliche Lymphomzellen 



Induktion durch 
Sendai-Virus 
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Vektor pBR322 



induzierte menschliche Lymphomzellen 

Isolierung der 

cytoplasmatischen 
Fraktion 

Phenol extrakt ion 

oligo (dT-Cellulose- ) 
4* Chroma tographie 

poly (A) + RNA 

| Saccharosegradient 

"12S" polyA+RNA 

Reverse Transkriptase 
oligo(dT) -Primer 

einzelstrrlngige cDNA 

DNA-Polymerase I 
S1-Nuklease 
> , Saccharosegradient 
doppelstrangige cDNA 

Terminale 

Deoxynukleotidyl transferase 
* dCTP 6wr 

0* 




•tot 



Amp* 



Terminale 
Deoxynukleotidyl- 
transferase 
dGTP 



6GG 




Transformation 
von E.coli HB101 



cDNA-Genbank von 

30000 Klonen, Amp , Tet 1 



C09S702 



Flgur 2: 
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Menschliche Lymphomzellen 
(z. B. Namalva) 



Synthetisches Oligonukleotid 
5 1 dCCTTCTGGAACTG3 ' 



Y~ 32 P-ATP 



Induktion durch 
Sendai-Virus 



T4-Poly- 

nukleotid- 

kinase 



induzierte ir.cnschliche Lyrnphonzellen 5 ' 32 P-dCCTTCTGGAACTG3 • 



poly(A) *NA 



Isolierung der 
cy topi a sma t i s chen 
Fraktion 

Phenolextraktion 



oligo(dT) -Cellulose- 
Chromatographie 



Reverse Transkriptase 



• Interferon" -cDNA 



mRNA- 



-CAGTTCCAGAAGG • 



-*~poly (A) 



cDNA<- 



-GTCAAGGTCTTCC- 32 P5 1 



i Flgur 3: 
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If 
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jpjgur 4; V*( 




PI HI P2H10 



[Figur 5: 
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i 

Flgur 7t 

Klone P1P1? ana P?niA . 
Seguenz 3- von der Pvu Il-Spaltatelle- 

i 

3- vc a.r Bgl H-Sp.lt.flle, 



flgur 8; 
yion P1A6: 



S'-Ende: 
3^Ende: 



Klon 1F7: 



C09E7C2 
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.TTATCCATCTCAAGTAGCCTAGCAATATTTGCAACATCCCAATG 
GAGTCGCTTTACATTGTGGTTAATGTAACAATATATGTTCTTC~polyA ' 



► EndG TTATATTCAAGATATAAGTAAAAATAAACTTTCTGTAAACC po^ ' 
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